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摘   要 
本研究擬以北蕉(Giant Cavendishii, AAA)葉的酪胺酸酶為材料，探討其與單酚基質
L-tyrosine 作用產生遲滯期(lag phase)之動力學關係。北蕉葉之粗抽液經硫銨分劃後進行
動力學分析，發現影響遲滯期主要因素有酵素與單酚基質濃度、pH 值、基質配位基之
位置特異性以及添加微量雙酚。期待藉由農業廢棄物香蕉葉對單酚基質廣特異性及其作
用機制，應用於工業及醫療上。 
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ABSTRACT 
 
This study investigated the kinetic analysis of L-tyrosine by tyrosinase. The tyrosinase used 
was extracted from the leaf of banana (Giant Cavendishii, AAA) and partially purification by 
ammino sulfate fractionation. The activity was determined by a lag period, that duration depended 
on the monophenol and its concentration, as well as enzyme concentration, pH, and the presence 
of catalytic amounts of diphenol. Moreover, the lag phase decreased with increasing diphenol 
concentration, it was possible to evaluate Kact, the activation diphenol constant, which showed a 
value of 0.70 μM toward L-tyrosine.  Substitution position of phenol was exhibited increasing 
 2 
hydroxylation rate with para- than other position. The study was indicated that banana leaf 
tyrosinase exhibit wide substrate specificity toward monophenol, making its potential in medical 
and industry. 
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前言 
酪 胺 酸 酶 (Tyrosinase ； monophenol ， dihydroxy-L-phenylananine: 
oxidoreductaese，EC 1.14.18.1)活性中心包含銅離子，酪胺酸酶分布很廣包括由植
物、黴菌、動物甚至於人類都有此酵素存在(Sánchez-Ferrer , Rodríguez-López , 
García-Cánovas , García-Carmona , 1995)。酪胺酸酶主要催化兩種反應:(1) 單酚
(monophenol)進行羥化作用(hydroxylation) 形成雙酚(diphenol)主要是由單酚酶
(monophenolase)催化，此反應會有遲滯期現象(Pérez-Gilabert, and García Carmona, 
2000)；(2)由雙酚(diphenol)轉變成醌類(o-quinone)是由雙酚酶(diphenolase)催化，
而雙酚酶與單酚酶不同，不會有緩慢轉變(slow-transition)之遲滯期產生，能快速
產生醌類，再形成多巴醌(dopachrome)經聚合反應而形成黑色素。酪胺酸酶在食
品、工業及醫療方面頗具潛力；例如能促進茶葉、咖啡以及發酵飲料等食品風味
生 成 有 關 (Seo , Sharma, Sharma, 2003; López-Nicolás, Pérez-López, 
Carbonell-Barrachina, García-Carmona, 2007)；在醫療上可以合成 L-DOPA 用來治
療 Parkinson's disease (Min, Park, Yoo, 2010 ; Krishnaveni , Rathod , Thakur , 
Neelgund ,2009)；在工業上可以合成聚合物或酚類樹酯及應用於工業廢水之處理
(Loncar and Vujcic, 2011 ; Kameda , Langone , Coelho , 2006)。而這些應用大多與
酪胺酸酶之單酚酶作用有關，而近年來有關於酪胺酸酶單酚酶文獻卻相當稀少，
幾乎完全以 sigma 公司出產之洋菇酪胺酸酶進行研究，其他也有使用 quince fruit
與茄子經部份純化酪胺酸酶做遲滯期動力學及影響因子探討(Pérez-Gilabert, and 
García Carmona , 2000)，然而尚無相關文獻對香蕉葉之酪胺酸酶進行動力學以及
影響因子探討。香蕉為南台灣主要農產品，基於材料取得容易且香蕉葉為農業廢
棄物，卻富含高活性且穩定之酪胺酸酶(Chu, Yeh ,and Shaw, 1993)，本研究擬由
香蕉葉中萃取酪胺酸酶並探討酵素濃度與 pH 值、單酚基質濃度、基質取代基之
位置特異性以及添加微量雙酚及 SDS 都會影響香蕉葉酪胺酸酶之遲滯期以及活
性；期待了解香蕉葉單酚作用機制，期望做為香蕉葉酪胺酸酶在工業或醫學上應
用之參考。 
材料與方法 
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一、 藥品與材料 
 
    磷酸鉀購自於日本關東化學公司； 4-methoxyphenol、L-DOPA ( L-dihydroxy 
phenylalanine )、3,4-dimethoxyphenol 購自於美國  Acrose 公司；硫酸銨、
L-tyrosine 購自於德國 Merck 公司，其他藥品均為試藥級。本實驗使用北蕉葉
(Giant Cavendishii, AAA)，採自於屏東九如台灣香蕉研究所，採集香蕉葉後經液
態氮處理後保存於-80 度冰箱中待用。 
   
二、 酪胺酸酶酵素液之製備 
 
     取香蕉葉液態氮粉末加入 5 倍體積之 25 mM 磷酸鉀緩衝液(含 0.1%Triton 
X-100) pH 6.8，使用均質機均質 5 min 後以細網過濾之，取濾液用高速離心機離
心(10000 rpm，30 min，4℃)並取上清液，即為"粗抽液"。再經由 30-75%硫銨分
劃後(Chu, Yeh and Shaw, 1993)，經離心(10000rpm，20min，4℃)可得沉澱物，用
少量 25 mM 磷酸鉀緩衝液 pH 6.8 再溶解，至於透析膜以 25 mM 磷酸鉀緩衝液
pH 6.8 透析，經透析後以冷凍乾燥凍乾後為北蕉酪胺酸酶酵素粉末，存於-80℃
待用。使用時溶於 25 mM 磷酸鉀緩衝液 pH 6.8 為酪胺酸酶酵素液，以 lowry 方
法測定蛋白質含量及酪胺酸酶酵素活性。 
 
三、 酪胺酸酶酵素活性測定法     
         
以分光光度計測定 dopachrome 於 475 nm 吸光值。取 100 µL 酪胺酸酶 
( 0.02 mg / mL ) 再與 900 µL 由 25 mM 磷酸緩衝溶液 ( pH 6.8 ) 新鮮配製的酚
類基質作用混合均勻後，測量酵素性褐變中間產物 o-dopachrome，此物質最大吸
收波長為 475 nm，測 A475 變化(Chu, Yeh and Shaw 1993 ; Chu, Wang, and Duh , 
2009)。 
 
四、lag phase 影響因素之測定 
 
(一) pH 對 lag phase 的影響 
 
   酚類基質溶於 pH5.5、6.8、7.5、8.5 緩衝液〔 醋酸鈉、磷酸鉀及 Tris(三羥甲
氨基甲烷緩衝液) 〕中，然後取不同 pH 之基質 0.9ml 再加入 0.1ml 酪胺酸酶酵
素液混合均勻，進行酪胺酸酶活性測定。 
 
(二) 基質濃度對 lag phase 的影響 
 
   以 25 mM 磷酸鉀緩衝液 pH 6.8 將酚類基質配製成不同濃度，然後分別取各
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種不同濃度基質 0.9 ml 再加入 0.1ml 酵素液混合均勻，進行酪胺酸酶活性測定。 
 
(三) 微量雙酚對 lag phase 的影響 
 
    取0.1 ml酵素液加入 0.88 ml酚類基質溶液(溶於 25 mM磷酸鉀緩衝液 pH 6.8
內)以及 0.02 ml 不同濃度之雙酚化合物混合均勻，進行酪胺酸酶活性測定。 
 
結果與討論 
 
     本研究所採用酪胺酸酶(tyrosinase)活性測定方式，主要利用單酚化合物會先
被酪胺酸酶經 hydroxylation 反應將單酚形成雙酚化合物，然後再氧化形成
o-quinone 再轉變為 o-dopachrome，以測定 o-dopachrome 之產量，以 280nm 可測
得 o-quinone 變化，應為最適測定波長，但因香蕉葉內含有大量色素再加上酚類
化合物苯環結構會造成在 280nm 產生高吸光值干擾；所以採用波長 475nm 之測
定法來測定 o-dopachrom 之產量。因單酚作用形成 o-dopachrom 會出現最初會有
一段無法偵測到任何產物時間(0-15 min)，而將此段時間段稱之為"lag phase 遲滯
期"(圖一)，經過此段時間可快速產生產物(20-40 min)，而此階段會出現具有斜率
的線性反應變化值稱之為"steady state rate"(穩定期)，大部分酵素以此來表示為酵
素活性，但本研究主要探討遲滯期變化以遲滯期來代表單酚酶活性(Loncar and 
Vujcic , 2011 ; Orenes-Pinero , García-Carmona , and Sánchez-Ferrer A, 2005 )。 
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圖一. 以酪胺酸為基質進行香蕉葉酪胺酸酶動力學反應 
Fig. 1. The kinetic reaction of banana leaf tyrosinase used  L-tyrosine as substrate. 
The reaction medium included 0.02 mg/mL tyrosinase and 2.5 mM L-tyrosine in 25 
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mM phosphate pH 6.8 at 25 ℃. 
 
    以 L-tyrosine 與北蕉葉酪胺酸酶作用，探討遲滯期變化，發現酪胺酸酶遲滯
期的長短會受下列幾個因素影響: 
 
一、基質濃度對遲滯期的影響： 配製不同濃度 L-tyrosine (0-2.5 mM)，以遲
滯期為縱軸與基質濃度為橫軸作圖，結果如圖二，當基質濃度越高，遲滯期就越
長。在榲桲果中酪胺酸酶也有類似的現象，作者推測於反應中單酚基質濃度增加
時會促進酪胺酸酶形成高比例的 Emet 複合物 (dead-end enzyme complex form) 
(Ozcan , Sagiroglu ,2010) 對北蕉葉酪胺酸酶產生抑制作用，使得酵素活性大為下
降，因此欲慎測酪胺酸酶單酚酶活性時，不宜使用高濃度基質，因測試基質濃度
越高，遲滯期就越長，反而不易慎測酪胺酸酶單酚酶活性。 
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圖二. 基質濃度對香蕉葉酪胺酸酶遲滯期的影響 
Fig. 2. Effect of substrate concentrations on the tyrosinase of banana leaf and on the 
lag phase. The reaction medium included 0.02 mg/mL tyrosinase in25 mM phosphate 
pH 6.8 with different L-tyrosine concentration. 
 
 
 
  二、酪胺酸酶濃度對遲滯期的影響： 改變不同酵素濃度測定遲滯期，並以遲
滯期時間對酵素濃度作圖，結果如圖三，得知當酵素濃度越高遲滯期就越短。依
照不同酵素來源含 Eoxy (active form) 的比例約 2-30% (Ozcan ,and Sagiroglu , 
2010)，所以酵素濃度越高時，相對的具高活性 Eoxy比例越高，所以遲滯期就越
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短。 
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圖三. 酵素濃度對香蕉葉酪胺酸酶遲滯期的影響 
Fig. 3. Effect of enzyme concentrations on the tyrosinase of banana leaf and on the 
lag phase. The reaction medium included 2.5mM L-tyrosine in 25 mM phosphate 
pH6.8  with different tyrosinase concentration. 
 
 
三、pH 對遲滯期的影響： 將基質 L-tyrosine 分別溶於 pH 值 5.5、 6.8、 7.5 
以及 8.5 的緩衝液，將遲滯期時間對 pH 作圖，結果如圖四，以 L-tyrosine 為基
質時，在 pH 值偏鹼時遲滯期最短，由上述實驗結果，我們推測在酸或鹼環境下，
酵素活性部位可能出現去質子化 / 質子化(deprotonation/protonation)現象，造成
酵素構形改變，更容易與單酚基質上的-OH 基相結合，使得單酚基質容易產生羥
化反應，造成遲滯期縮短。 
 
四、微量雙酚對遲滯期的影響： 有文獻提出添加還原劑或者加入雙酚當共
基質(cosubstrates)可減少遲滯期時間；加入雙酚 L-DOPA，得知添加雙酚濃度越
高，遲滯期越短。以 Carmona 提出公式進行分析可得到 Kact 值(Pérez-Gilabert, and 
García Carmona , 2000) 1/l= 1/L+1/L*[o-diphenol] / Kact， 此方程式中 l 表示有
o-diphenol 存在之遲滯期，L 表示缺乏 o-diphenol 存在時的遲滯期、Kact 表示雙
酚活化常數；Kact 值越小，表示雙酚催化單酚羥化的能力越佳。以遲滯時間倒
數與雙酚濃度作圖，結果如圖五，所得到的直線利用外插法延伸交至 X 軸，所
得的值為"-Kact" 的結果，得知 L-tyrosine 為單酚基質，並以 L-DOPA 當雙酚催
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化劑時，Kact 為 0.698。 
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圖四. pH 對香蕉葉酪胺酸酶遲滯期的影響 
Fig. 4. Effect of pH on the tyrosinase activity of banana leaf and on the lag phase. 
The reaction medium included 0.02mg/mL tyrosinase and 2.5 mM L-tyrosine in 
different pH. 
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圖五. 微量雙酚對香蕉葉酪胺酸酶遲滯期的影響及雙酚催化常數的測定 
Fig. 5. Effects of L-DOPA the tyrosinase activity of banana leaf and on the lag phase. 
Determination of the activation constant (Kact) of L-DOPA by the Carmona equation. 
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五、酚類取代基位置對遲滯期的影響:分別使用不同取代基團的單酚類，包
括 phenol、3,4-dimethoxyphenol、p-methoxyphenol 以及 L-tyrosine 等單酚類基質
發現遲滯期時間長短依序為 L-tyrosine<p-methoxyphenol<phenol < 3,4-dimethoxy 
-phenol；由上述的結果推論取代基位置會影響遲滯期。發現酚類化合物中取代基
接於對位(para-)時，遲滯期時間較短，可能是酪胺酸酶作用單酚經 hydroxylation
轉變成雙酚時，接於 othro-、meta-位置取代基會造成酵素進行羥化反應的立體障
礙，使酵素不易將-OH 基接至單酚的 othro-位置，所以造成遲滯期延長；或者在
para 位置沒有任何取代基基團都會降低酵素在 othro 位置之 hydroxylation 形成
o-quinone，造成遲滯期有延長現象。由表一可知北蕉酪胺酸酶可作用多種的酚類
化合物其基質特異性很廣。Mataveli 等人(Mataveli , Brigagão ., de Magalhães ., 
Wisniewski., Luccas, 2010) 利用香蕉皮組織中酪胺酸酶固定於玻璃碳電極，製成
生物感應器偵測酚類化合物，應用於測量飲料中的總多酚類含量而不受酒精及糖
份的干擾，酚類為有毒的污染物常見於工業廢水中，會危害人體健康 來自於農
業廢棄物香蕉葉的酪胺酸酶貝有高活性及高穩定性可用來轉化在紡織或造紙等
工業排放廢水的酚類污染物，可轉換工業廢水中減少環境污染，為一種極貝應用
潛力的生物催化劑。 
 
結論 
由上述實驗結果得知，北蕉酪胺酸酶作用單酚基質所產生的遲滯期會受到基
質與酵素濃度、pH 值及微量雙酸等因素的影響，同時得知北蕉酪胺酸酶有作用
多種酚類基質特性，其基質特異性很廣，在紡織或造紙等工業排放廢水中含多量
的酚類，可由農業廢棄物香蕉葉得到大量高活性且高穩定性的酪胺酸酶，轉換工
業廢水中酚類污染物減少環境污染或用來製作酚類的生物感應器應用於食品或
醫療上。 
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表一. 不同取代基團的單酚類對香蕉葉酪胺酸酶遲滯期的影響 
Table1. Effect of substitution group from monophenol compound on the lag phase of 
banana leaf.  
Substrate Structure Lag phase (min) 
Phenol 
    
55 
3,4-Dimeth-oxyphenol 
  
100 
p-Methoxyphenol 
      
 
40 
 10 
L-tyrosine 
 
35 
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